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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(3) Nachweisverfahren fur hdm-2 spezifische Antikorper 

(g) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von 
hdm-2-spezifischen Antikorpern in Korperflussigkeiten. das 
dadurch gekennzeichnet ist. daS man Tragernnaterial-gebun- 
denes hdm-2 und/oder Bindungsregionen fur hdm-2-spezifi- 
sche Antikorper aufvy/eisende Fragmente davon mit Korper- 
flussigkeiten inkubiert und die spezifischen, an das hdm-2 
und/oder die Fragmente gebundenen Antikorper (a) 

- mit markierten, gegen die Antikorper (a) gerichteten 
Antikorpern (b), 

Oder 

- mit unmarkierten Antikorpern (b) und letztere mit markier- 
ten. gegen die Antikorper (b) gerichteten Antikorpern (c) 
reagieren la&t. 

Ferner betrifft die Erfindung hierfur verwendbare Kits. Des 
^ weiteren betrifft sie hdm-2-Fragmente und die sie codieren- 
den DNA-Sequenzen, wobei die Fragmente Bindungsregio- 
[ nen fur hdm-2-spezifische Antikorper aufweisen und Verfah- 
ren zu ihrer Herstellung. 
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, Beschreibung 

Die Erfindung belriffi ein Verfahren zum Nachweis von hdm-2-spe2ifischen Antikorpern in KorperflQssigkei- 
ten. Ferner betrifft sie einen hierfur verwendbaren Kii. Des weiteren betrifft die Erfindung hdm-2-Fragmenie 
und die sie codierenden DNA-Sequenzen. wobei die Fragmente Bindungsregionen fiir hdm-2-spezifische Anti- 
korper aufweisen, und Verfahren zu ihrer Herstellung. 

Das menschliche Genom umfaQi ein mil hdnn-2 (human-doubie-minuie gene 2) bezeichnetes Gen. Dieses Gen 
weist groBe Homologien zum entsprechenden mdm-2-Gen (murine-double-minuie gene 2) der Maus auf. Das 
Expressionsproduki des hdm-2-Gens ist ein Proiein. dessen Primarstruktur bekannt ist. und das 491 Ammosau- 
ren aufweist (vgl. Oliner, J.D. et aL Nature 358 (1992). 80-83). Dieses Protem wird nachstehend mit hdm-2 

bezeichnei. ^ r- r- ^ - u j 

Es isi bekanni. daO das hdm-2.Gen bei Sarkomen haufig in amplifizierter Form vorliegL Es fmdei sich dann 
auch eine erhohte Expression von hdm-Z Dies kann mil dem Vorliegen spezifischer gegen hdm-2 genchteier 
Antikorper einhergehen. Der Nachweis solcher Antikorper konnte daher zur Diagnose spezieller Krebserkran- 

15 kungen genutzt werden. . w r i_ k. i_ - 

Der voriiegenden Erfindung liegt somii die Aufgabe zugrunde, em Verfahren zum Nachweis von hdm-2-spezi-^ 
fischen Antikorpern bereiizusiellen. 

ErflndungsgemaB wird dies in einem Verfahren erreichu bei dem man Tragermatenal-gebundenes hdm-2 
und/oder Tragermateriai-gebundene. Bindungsregionen fur hdm-2-spezifische Antikorper aufweisende Frag- 
mente davon mit Korperflussigkeiten inkubiert und die spezifischen an das hdm-2 und/oder die Fragmente 
gebundenen Antikorper (a) 
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— mit markierten. gegen die Antikorper (a) gerichteten Antikorpern (b). oder ! 

mit unmarkierten" Antikorpern (b) und letztere mit markierten? gegemdie> Antikorper (b)>geiichteten^«w»,«.^Mr.-^^^ 
Antikorpern (c) reagieren laBt . ; 

Der Ausdruck "hdm-2* umfaBt ein hdm-2-Protein mit Wildtyp-Sequenz. Ein solches kann aos Zellen, wie A-204 j 

(humane Rhabdomyosarkom-Zellinie, Tumorbank, Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg) isoliert 
werden. hdm-2 kann auch eine von der Wildtyp-Sequenz abweichende Sequenz haben. Eine solche kann 
Additionen. Deletionen und/oder Substitutionen von ein oder mehreren Aminosauren aufweisen, Ferner kann 
hdm-2 Teil eines Fusionsproteins seia Ein solches wie auch jedes andere hdm-2 kann aus Zellen isoliert werden. 
die es nach Genmanipulation exprimieren. Solche Zellen umfassen prokaryotische und eukaryotische Zellen. 
Beispiele ersterer sind E. Coli-Stamme. wie BL21 (vgl. Studies F.W. et aU Methods in Enzymology 185 (1990X 
60— 89), wahrend als letztere insbesondere Saugetier-, Hefe- und Insekienzellen zu nennen sind. Unter Genma- 
nipulationen sind ubliche aus dem Stand der Technik bekannte Verfahren zu verstehen, mit denen Nukleinsau- 
ren bestimmter Sequenzen hergestellt, in Zellen eingefQhrt und exprimiert werdea Der Fachmann kennt hierfur 
geeignete Materialien, wie Vektoren, und Bedingungen (vgL z. B. Maniatis,T. et aU Cold Spring Harbor Labora- 
tory, 1982). , 

Vorliegend wird eine hdm-2-cDNA aus A-204-Zellen (vgL vorstehend) in ubiicher Weise revers transknbiert 
und in einem gangigen PGR- Verfahren amplifiziert. Die cDNA wird in ihrer Sequenz mit publizierten Daten 
(z. B. EMBL-Genbank) verglichen und in den bekannten Vektor pet 3d inseriert, wodurch der rekombinante 
Vektor pet 92/2 erhalten wird. Dieser wird zur Expression von hdm-2 in den Bakierienstamm BL21 (vgl. 
vorstehend) transformiert Eine hdm-2-Induktion wird durch Zugabe von IPTG erreicht. Die Bakterien werden 
sedimentiert und nach Einfrieren und Auftauen einer Lysozym- und DNasel-Behandlung unterzogen. Die Lysate 
werden mit Harnstofflosungen verschiedener Konzentrationen inkubiert und nach Zentrifugation wird freige- 
setztes hdm-2 durch eine Polyacrylamid-Gelelektrophorese und anschlieBender Elektroeluiion in reiner Form 
bereitgestellt Der Fachmann kennt vorstehende Verfahren und hierzu notwendige Materialien und Bedingun- 
gen. 

ErfindungsgemaB werden hdm-2-Fragmente bereitgestellt, die Bindungsregionen fiir hdm-2-spezifische Anti- 
korper enthalten. Diese Fragmente werden nachstehend mit hdm-2-AKBR-Fragmente bezeichnei. Vorzugswei- 
se umfassen die hdm-2-AKBR-Fragmente die Aminosauren 1-284, 58-284 und 58-491 von hdm-2 (vgl. Fig. 1). 

Zur Herstellung von hdm-2-AKBR-Fragmenten konnen mehrere Verfahren verwendei werden. Als gunstig 
hat sich ein Verfahren erwiesen. bei dem man uber die Gesamtlange von hdm-2 verteilt Fragmente konstruiert, 
wobei jeweils mindestens zwei Fragmente einen uberlappenden Bereich aufweisen, die Fragmente mit einem 
hdm-2-spezifischen Antikorper reagieren laBt und den uberlappenden, durch den Antikorper gebundenen 
Bereich identifiziert und als hdm-2-AKBR-Fragment bereitsiellt sowie dieses ggf. als Basis fur eine ein- oder 
mehrfache Wiederholung obigen Zyklus verwendeL , , u w 

Ausgangspunkt fur dieses Verfahren ist eine aus A-204-Zeilen erhaltene hdm-2-cDNA (vgl. vorstehend). Von 
dieser werden Qber die Gesamtlange der cDNA verteilt DNA-Fragmenie in einem gangigen PCR-Verfahren 
amplifiziert. wobei jeweils mindestens zwei Fragmente einen uberlappenden Bereich aufweisen. Die amphfizier- 
ten DNA-Fragmente werden, wie vorstehend beschrieben, in pel 3d inseriert und nach Transformation und 
IPTG-lnduktion im Bakierienstamm BL21 exprimiert. Die erhaltenen hdm-2-Fragmenie werden. wie vorste- 
hend fur hdm-2 beschrieben. isoliert und einer Polyacrylamid-Gelelekirophorese unterzogen. Dieser folgi eme 
Wesiernblot-Analyse, worin markierie, allgemein erhaltliche hdm-2-spezifische Antikorper. z. B. JF2, zur Bin- 
dung an die hdm-2- Fragmente eingeseizt werden. Durch Bindung eines dieser Antikorper an zwei einen 
uberlappenden Bereich aufweisende hdm.2-Fragmente wird die Bindungsregion des Antikorpers dem uberlap- 
penden Bereich zugewiesen. Dieser Bereich wird als mil hdm.2-AKBR bezeichnetes Fragment bereiigesiellt. 
Hierfur wird z. B ein gangiges PCR-Verfahren angewandi. Mit dem hdm-2.AKBR-Fragmenl kann vorstehender 
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,Zyklus ein- oder mehrfach wiederholt werden, urn die Bindungsregion des hdm-2-spe2ifischen Aniikorpers noch 
welter einzugrenzen. Diese Bindungsregion kann bis auf wenige Aminosauren eingegrenzi werden. Die hierzu 
u. U. notwendigen kurzen hdm-2-Fragmenie konnen synthetisch hergestellt werden. Dem Fachmann sind die 
vorstehenden Verfahren und die zu ihrer Durchfiihrung notwendigen Materialien und Bedingungen bekannt 

ErfindungsgemaB werden auch die fiir hdm-2-AKBR-Fragmente codierenden DNA-Sequenzen bereiigestellt 
Vorzugsweise umfassen diese DNA-Sequenzen die fur die Aminosauren 1-284. 58-284 und 58-491 von hdm-2 
codierenden Nukleotide (vgl. Fig. 2). 

ErfindungsgemaB werden hdm-2 und/oder hdm-2-AKBR-Fragmente an ein Tragermaterial gebunden Selbst- 
verstandhch kann auch ein einzelnes hdm-2.AKBR-Fragmeni oder dieses zusammen mit hdm-2 gebunden 
werden. Als Tragermaterial kann jegliches zur Bindung von Proieinen geeignete Material, insbesondere Mikro- 
titerplaiten. Rohrchen, Mikrokugeln und Objekttrager. verwendet werden. Bei sehr kieinen hdm-2-AKBR-Frag- 
menten. msbesondere Peptiden, ist es raisam die Bindung an das Tragermaterial uber einen ubiichen Carrier 
2, B. BSA. erfolgen zu lassen. Eine solche Bindung wie auch eine ohne Carrier, kann nach ubiichen Verfahren 
erzielt werden. Voriiegend werden Mikrotiterplatten als Tragermaterial verwendet. Hierzu werden hdm-2 
und/oder hdm-2-AKBR-Fragmente in Carbonatpuffer bzw. Harnstoff-Phosphatpuffer aufgenommen verschie- 
den verdunnt und m die Locher einer Mikrotiierplatte gegeben. Nach Inkubation Qber Nacht bei 4"C folgen 
mehrere Waschschrute in physiologischem Puffer. Die Bindung von hdm-2 und/oder der hdm-2-AKBR-Frae- 
mente ist stabiL ^ 

ErfindungsgemaB werden gebundenes hdm-2 und/oder gebundene hdm-2-AKBR-Fragmente mit Korperflus- 
sigkeiten mkubiert Als solche sind samtliche Flussigkeiten gemeint, die aus einem tierischen Korper insbeson- 
dere einem Saugetier und ganz besonders einem Menschen erhalten werden konnen. Die Flussigkeiten umfassen 
vorzugsweise Serum, Lymphe. Speichel und Urin. Femer gehoren zu ihnen auch Flussigkeiten, die aus festen 
Geweben. wie Lunge. Gehirn und Knochenmark, sowie aus Tumoren, wie Colorektal-Karzinom und Hepatozell- 
Karzinonvscwie Sarkomen isohert werden konnea? Die Inkubation erfolgt nach ubiichen Verfahre'nTVbrtieg^^^^^ 
Paiienten verschieden verdunnt und gebundenem hdm-2 und/oder gebundenen hdm- 
2rAKBR-Fragmenten in der Mikrotiterplatte^zugegeben: Nach Istundiger Inkubation bei 37*C'f6lgennnniehrere'^ 
Waschschritte in physiologischem Puffer. Die Bindung von spezifischen Anti-hdm-2-Antikorpem ist stabil' ' 

ErfindungsgemaB werden solche gebundenen Antikorper (nachstehend mit Antikorper (a) bezeichnet) 

— mit markierten, gegen die Antikorper (a) gerichteten Antikorpern (b). oder 

- mit unmarkierten Antikorpern (b) und letztere mit markierten. gegen die Antikorper (b) gerichteten 
Antikorpern (c) umgesetzt 

Die Markierung kann radioaktiv oder nicht-radioaktiv sein. Im letzteren Fall werden andere ubiiche Marker 
verwendet Geeignet sind insbesondere Fluoreszenzfarbstoffe, wie z. B. Fluoresceinisothiocyanat, und Enzyme 
wie alkahsche Phosphatase oder Peroxidase. Als Verstarkersystem kann ein Biotin/Streptavidinkomplex einge- 
setzt werden. Die Marker sind allgemein erhaltlich. Die Konjugierung mit den Antikorpern (b) oder (c) erfolgt 
nach den Vorschnf ten des Herstellers. Auch sind bereits markierte Antikorper (b) und (c) allgemein erhaltlich 

Die Wahl der geeigneten Antikorper (b). ob markiert oder unmarkiert. hangt davon ab. von welchem Tier bzw 
welcherTierart die verwendete FCorperflussigkeit stammt. Handelt es sich beispielsweise urn eine Russigkeit aus 
einem Menschen, so werden als Antikorper (b) solche verwendet, die gegen humanes Immunglobuiin gerichtet 
smd. In entsprechender Weise werden, sofern zusatziich noch Antikorper (c) eingesetzt werden diese bezuglich 
des Tiers Oder der Tierart ausgewahlt, aus der die Antikorper (b) stammen. Die Wahl geeigneter Antikorper ist 
dem Fachmann bekannt und kann ohne weiteres durchgefuhrt werden. 

Die Umsetzung von gebundenen Antikorpern (a) mit markierten Antikorpern (b) bzw. mit unmarkierten 
Antikorpern (b) und dann mit markierten Antikorpern (c) kann in Qblicher Weise erfolgen. Voriiegend findet die 
Umsetzung mit den Antikorpern (b) in beiden Altemativen innerhalb.von 1 h bei 37' C statt. Nach mehreren 
Waschvorgangen wird in der ersten Alternative eine dem Marker entsprechende Substratlosung zur Entwick- 
lung der Nachweisreaktion zugegeben. Dies erfolgt gemaB der Anieitung des Herstellers. In der zweiten 
Altemauve werden nach den Waschvorgangen die Antikorper (c) zugegeben. Deren Umsetzung und die 
Entwicklung der Nachweisreaktion erfolgen in entsprechender Weise. 

Das erfmdungsgemaBe Verfahren weist eine hohe Sensitivitat auf. Diese ist besonders hoch, wenn auch die 
Antikorper (c) eingesetzt werden. Daruber hinaus ist das vorliegende Verfahren rasch in jedem Labor durch- 
fuhrbar Besondere Sicherheitsvorkehrungen sind hierfur nicht zu treffen. Das erfindungsgemaBe Verfahren 
eignet sich daher besonders zur Durchfuhrung groBerer Reihenuntersuchungen. 

ErfindungsgemaB wird auch ein Kit bereitgestellt, der zur Durchfuhrung vorstehender Verfahren geeienet ist 
Dieser Kit enthalt 

— Tragermaterial-gebundenes hdm-2 und/oder Tragermaterial-gebundene hdm-2-AKBR-Fragmente und 
markierte Anukorper (b) sowie ubiiche Waschpuffer und gegebenenfalls ein der Markierung enisprechen- 
desSubstratoder 

— Tragermaterial-gebundenes hdm-2, und/oder Tragermaterial-gebundene hdm-2-AKBR-Fragmente, un- 
markierte Antikorper (b) und markierte Antikorper (c) sowie ubiiche Waschpuffer und gegebenenfalls ein 
der Markierung entsprechendes Substrai. 

Fur die Markierung wie auch die anderen Komponenien des Kits gelten die vorsiehend fur das erfindungsge- 
maBe Verfahren gemachten Ausfiihrungen. 
Kurze Erlauterung der Zeichnung: 
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Fig. 1 zeigi die Aminosauresequenzen von bevorzugten hdm-2-AKBR-Fragmenien, 
Fig. 2 zeigi die DNA-Sequenzen der in Fig. 1 aufgefiihrten hdm-2-AKBR-Fragmenie. 
Die voriiegende Erfindung wird durch die Beispiele eriauiert. 



Beispiel 1 "1 



Expression von hdm-2 und His-hdm-2-Fusionsproiein 



A) Expression von hdm-2 

10 

Aus der Zellinie A-204 (vgl. vorstehend) wurde eine hdm-2 cDN A mit einem "hexamer random primer" revers 
transkribiert und mittels der Oligoprimer "Fhdm-2-B" und "Rhdm-2" in einem gangigen PCR-Verfahren amplifi- 
ziert (Sequenz "Fhdm-2-B": CGC GGA TCC ATG TGC AAT ACC AAC ATG TCT G; *'Rhdm2": CGC GGA 
TCC TCA GGG GAA ATA AGTTAG CAC AAT C;) Die amplifizierie Sequenz wurde mit publizierten Daten 

15 (EMBL-Genbank) verglichen und uber die Restriktionsenzymsielie BamHI in beiden PCR-Primern unier Erhali 
des gesamten codierenden Bereichs in dem Vektor pet 3d im Bakterienstamm HMS 174 kloniert. Zur Expression 
von hdm-2 wurde der erhaltene Vektor pet 93/9 in den Bakterienstamm BL21 (vgl. vorstehend) transformieri. 
Nach Kultivierung der Bakterien bei 37* C bis zu einer optischen Dichte von 0,6 (600 nm) in 100 \xg/m\ Ampiciilin 
und 30 \ig/n\\ Chloramphenicol enthaltendem LB-Medium wurde eine 3stundige Induktion von hdm-2 bei 30°C 

20 mit 2 mM IPTG durchgefuhrt 

(B) Expression von His-hdm-2-Fusionsprotein 



^^*^i:^AuSi.der^ZeUiiu^AT204XvgL,,vorstehend)u.wurde^eine.,hdmr2 cDNAi.,revers^iranskribiert-und, mittels uder.,,^:^^^*^^ 
25 Oligoprimer **Fhdm-2-B'* und "Rhdm-a" (vgl. vorstehend) durch PGR amplifiziert Die amplifizierte Sequenz 
. — wurde uber. BamHIrSchnittstellenan beiden- PCR-Primem in dem. bekannten^mit BamHI geoffnetenvExpres-----^^-i:-^-^^^ 
sionsvektor pQE-8, kloniert. Die Expression dieses am N-terminalen Ende mit 6 Histidinen verkniipften. hdm- 4 
2-Proteins erfolgie im Bakterienstamm Ecoli SGI 3009 (vgl. Gottesmann, S. et aU J. Bacteriol. 148, (1981) 
265—273). Nach Kultivierung der Bakterien bei 37* C bis zu einer optischen Dichte von 0,6 in LB-Medium mit 
30 100 M.g/ml Ampiciilin und 25 |xg/ml Kanamycin wurde eine 6stundige Induktion von His-hdm-2-Fusionsprotein 
bei 37*C mit 1 mM IPTG durchgefuhrt. 



Beispiel 2 

35 Isolierung und Reinigung von hdm-2 und His-hdm-2-Fusionsprotein 

(A) Isolierung und Reinigung von hdm-2 

400 ml Bakterienkultur von Beispiel I. (A) wurden nach der hdm-2-Induktion durch lOminQtige Zentrifugation 
40 bei 500 g sedimentiert in 50 mM Tris-HCl, pH 8.0. 100 mM NaCl gewaschen und emeut zentrifugiert. Nach 
Einfrieren und Auftauen wurde das Sediment in 1.6 ml eines Lyse-Puffers resuspendiert (50 mM Tris-HCU pH 8,0. 
10% Saccharose). Nacheinander wurden hierzu Lysozym (Endkonz. 2 mg/ml) und 0.5M EDTA (Endkonz. 50 
mM) zugegeben. Nach 20minutiger Inkubation auf Eis wurden MgCb (Endkonz, 80 mM) und DNAse 1 (250 )ig) 
zugegeben. gefolgt von einer lOminutigen Inkubation bei Raumtemperatur (Endvolumen 6^ ml). Hierzu wurden 
45 10 |xl 0,1 M PMSF gegeben und das Gemisch wurde 15 Minuten bei 10 000 g, 4'*C zentrifugiert. Dieser Zentrifu- 
gationsschritt wurde dreimai wiederholt, und zwar jeweils nach Resuspendieren des Sediments und lOminiitiger 
Inkubation in IM. 3M bzw. 7M Harnstoff mit PMSF (0.1 M. lOfxl) Der Oberstand des letzten Zentrifugations- 
schritts wurde wie folgt weiter aufgereinigt: Nach Gelelektrophorese in einem 10% Polyacrylamidgel. Aus- 
schneiden der gewunschten Proteinbande und Elektroelution uber Nacht bei 4''C in 25 mM Tris-HCl. 0.2M 
50 Glycin, 0^% SDS. pH 83 in einer allgemein erhaltlichen Biotrap-Elutionskammer wurde hdm-2 in reiner Form 
erhalten. 



(B) Isolierung und Reinigung von His-hdm-2-Fusionsproiein 



55 250 ml Bakterienkultur von Beispiel l.(B) wurden nach der Induktion des His-hdm-2-Fusionsproteins sedi- 
mentiert und einmal in 40 ml PBS gewaschen. Je 1 g Bakterienpellet wurde in 3 ml Losung A fur 1 min beschallt 
und anschlieBend bei RT 8— 12h bei mittlerer Geschwindigkeit auf einem Magneiruhrer geriihrt. Die erhaltene 
Suspension wurde erneut bei RT fiir 30 min bei 15 000 rpm sedimentiert. 2 — 6 ml des dabei erhaltenen Ober- 
stands wurden auf eine allgemein bekannte Nickel-Chelat-Chromatographiesaule (Ni-NTA-Resin) gegeben. Das 

60 Saulenmaterial war zuvor mit 3 Saulenvolumina Losung A (vgL nachstehend) gewaschen worden. Die Saule 
wurde nach Aufladen des Bakterienextrakts nacheinander mit Losung A bis F gewaschen und zwar mit 2 — 3 
Saulenvolumina der entsprechenden Losung, sotange bis kein Protein mehr eluiert werden konnte. Der Protein- 
gehalt der aufgefangenen Fraktionen wurde durch Extinktionsmessung bei 280 nm photometrisch besiimmt. 
wobei 1 O.D. ca. 1 mg Protein/ml enisprach. Das His-hdm-2-Fusionsprotein war in den Fraktionen nach Elution 

65 mit Losung D oder E enthalten. wobei in der Regel nur ein sehr geringer Anteil bakterieller Proteine enthalten 
war. Um diesen Anteil zu entfernen, wurde ggfs. das eluierte Protein nochmals an die Ni-NTA-Resin-Saule 
gebunden. indem der pH-Wert der vereinigten Fraktionen mil der Haupimenge des zu reinigenden Proteins auf 
pH 8,0 eingestellt wurde und diese dann nochmals auf die Saule gegeben wurden. Die anschlieGende Elution 
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ri^nl'preiLs^^^^^^^^^^ •^-►^ei. und Qua..... des eluienen His.Hdn,.2.Fu- 

Zusammensetzung der verwendeien Losungen 
LosungA: ^ 

8M Harnstoff.O.lM NaH2P04i 0.01 M TrisHCI. pH 80 
Losung C: 

8MHarnstoff.0.IMNaH2PO4.0.01MTrisHCI.pH63 lo 
Losung D: 

8M Harnsioff.O.IM NaHiPO*, 0.01 M TrisHCI pH5 9 
Losung E: 



15 

J re. 



8M Hamstoff. O.I M NaH^PO^, 0.01 M TrisHCI pH 4 5 
Losung F: 

6M Guanidinium Hydrochlorid, 0.2M Essigsaure. 

exp';?;^nrntore^t'ur ^''^^ '^"-^ -^^-''^ -d effiziente Aufreinigung des 

20 

Beispiel3 I 

"^"'^"""«^°"hdm-2-AKBR-undHis-hdm-2-AKBR-Fragmenten 

^ ^^)W«'^«ellungeineshdm.2.AKBR-Fragments ~ " 25 

quenz" S'iSslf S.t^'^^^^^^^^ --^ aberlappende DNA-Se- 

gen PCR-Verfahren amplifiziert Die .in; nMl. c ' Fhdrn2-58/Rhdm2-284" in einem eanci- 

1-284. wahrend die andere fur ein 2-FraEmem der A^.W- ^'"hdm-2- Fragment der Aminosaurin 30 
verwendeten Oligoprimer waren wie foTgt -^^18" Iv.l v ^Izl^ Sequenzen der 

CCCTGCCTGATACACAGTAAC;™m IS^^^^ 

Die amplizierten Sequenzen wurden mit publizierTen D^^n TpKfnT r^^^ 
Restriktionsenzymstelle BamHIinden Vek or Je S f^^^^ verglichen und uber die 

erfolgte nach Transformation und IPTG-Induktron im SierSa^m R ^PJ^^'^" ^er Sequenzen 3s 

Sequenzen (hdm-2-Fragmente) wurden. wie .n So^l 2?AHf r h^^^^^ -^l^'" ^"'•^'^hend). Die exprimienen 

mid-Gelektrophorese unterzogen. Dieserfo Streine flbnJhl 7^ u>^^ Po'yacryia- 
cher hdm-2-spezifischer Antiklrper zur Binc^Sng ^dk tS^^ 

2e,gte eine Bindung an beide sich uberlappende hdm l-F^r^^^^^^^^ "n"'^"- Antikorper 

sauren 58-284, wurde als Bindungsregion des AntikeTpirrnlSen.^ uberlappende Bere.ch. d. h. die Amino- ^ 

(B) Herstellung eines His-hdm-2-AKBR-Fragments 

quL°z"ef de?'XpnWr%t;r-?^^^^^^^ ?^-th'd"",^?^l^ ^r^" Ober.appende DNA-Se- 

gangigenPCR-Verfahren^rmSert ^'''^'"-^-B / Fhdm.2-284- und '•Fhdm-2-58-rRhdm-2-284" in einem 

Die amphzienen Sequenzen wurden mit publizierten Daten iPMni 1. 
Restnktionsenzymstelle BamHI in den Vektor pOE 8 fvll vor^rJ "''JL"''^ vergl.chen und uber die 
erfolgte nach Transformation und I^G IndukSn im B^klerfi^cr^ Expression der Sequenzen 

exprimierten Sequenzen {His-hdm-2-Fraemente^wuT^^^ 13009 (vgl. vorstehend). Die 

beschrieben, isoliert und e ner PolTacrSSSelTtro^^^^^ ^^"P"' ^ri^^ "is-hcim-2-Fusionsprotein 

blot-Analyse, worin ein allgemein erStrLr Mm 7 c r ""'^"^een. D.eser folgte eine iibliche Westem- 
2-FragmenteverwendetwLe D eser J^^^^^^^^^^^ zur Bindung an die His-hdm- 

mente. Wie vorstehend in (A) wurde der uberlappend? Be/eich H h I a"^^ '"^'^ uberlappende hdm-2-Frag- 
gion des Antikorpers angesehen. "oe^appende Bere.ch. d. h. d.e Ammosauren 58-284. als Bindungsre- 5^ 

Beispiel 4 

Nachweis von spezifischen hdm-2- Antikorpern im Serum von Patienten durch hdm.2 

^^»l^ZTsZlS^^^^^^^^ i^lr Harnstoff-Puffer (3M Harnstoff. 0.1 M 

bzw. 8 ng Antigen so4e emm^f To/f bsa als Uerlon r^^^^^^^ 

schlossen sich 3 kurze Waschsch itVe miVpBS an ^SscS Inkubation uber Nacht bei 4''C 

des polymeren Tragers durch einslundTge Tnkuba "i^n mit t BS A m^'S t f.^r^T"' .^-^""g"'-"- » 
Pat.enten m.t einem kleinzelligen Bronchial-Karzinom wwrH. , ,^ w . ^" ^^"""^ 
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0)E 43 39 533 Al ^ 

PBS (0050/0 Tween 20) wurde ein allgemein erhaltlicher Peroxidase-gekoppelter Ziege Anti-Human Anukorper 
(VerdUnnung nach Angabe der Hersieller) zugegeben. Nach dreiQ.gmmui.ger Inkubauon bei 37 C folgten 8 
WaSschrh^e und anschlieBend die Peroxidase Nachwe.sreak.ion mi. TMB-Emw.cklungslosung (50 mM Na.n- 
umacetat 04 mM 3.3\5.5'-Tetramethyl-ben2idin-d.h^^^ 

temoeJa ur N^ch dem Abstoppen der Reaktion m.t 2M HCI wurde die Farbmtens.tat photometnsch be. 4o0 nm 
beTSt Absorptio^swerte des mehr als doppelten der BSA-Kontrolle wurden als posu.ve Reakt.on gewertet 

D ^^TabeUe zdgt die Daten eines entsprechend durchgefiihrten ELISA .m Vergle.ch zur Best.mmung spez.f.- 
scher AnSrper mittels Immunoblot. Die nahezu vollstandige Uberems..mmung be.der Verfahren we.s den 
Antlhdm 2 ELISA als geeignetes Verfahren zur Reihentesiung klinischen Materials aus. Ferner ze.gt der ELISA 
?,ne grISere Sensitivitit als der Immunoblot. wodurch die Eignung des ELISA als Erstuntersuchungsverfahren 



unterstrichen wird 

Tabelle 



Vergleich des Nachweises von hdm-2-Antik6rpern in Seren von Patienten mit Bronchialkarzinom durch 

Immunblot und ELISA mit rekombmatem hdm-2 



Serum-code: 1000 1001 1100 1502 1503 2102 
20 Immunblot: - - - + + + 

ELISA: - - - + + + 

My 25--^ Legend'er^InHnunblot:^-^ — ^ ™ . — ^^^^^^.^^ 

+: sichtbare Bande auf der Hohe von 90 kD Molekulargewicht 
bei einer Serumverdiinnung von 1:100/ Inkubation mit 
^ Peroxidase-gekoppeltem, huraan-spezif ischen 

Ziegen-Antikorper (Dianova, 1:20000) und 
Peroxidase-Nachweisreaktion. 
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ELISA: 

+ : Absorptionswert des wenigstens 2-fachen des BSA- 
*^ Kontrollwerts 

- : Absorptionswert ^ des BSA-Kontrollwerts 
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Die Tabeile zeigt, daB die Ergebnisse von Immunblot und ELISA Qbereinstimmen. wobei die groGere Sensiti- 
vitat des ELISA auf eine Eignung als Erstuntersuchungsmethode hmdeutet. 



Patentanspriiche 



1 Verfahren zum Nachweis von hdm.2.spezifischen Antikorpern in Korperflussigkeiten. dadurch gekenn- 
zeichnet.daB man Tragermaierial-gebundenes hdm-? und/oder Tragermatenalgebundene. Bmdungsregio^ 
nen fur hdm-2-spezifische Antikorper aufweisende Fragmente davon mil Korperf ussigkeiten inkubiert und 
die spezifischen, an das hdm-2 und/oder die Fragmente gebundenen Anukorper (a) 

- mit markiertea gegen die Antikorper (a) gerichteien Antikorpern (b). oder >u,^,,n 

- mit unmarkierten Antikorpern (b) und letztere mil markierten, gegen die Antikorper (b) gerichteien 
Antikorpern (c) reagieren laBu „ . ^^uo 

2. Verfahren nach Ans^ruch I. dadurch gekennzeichneu daB d.e Korperfluss.gke.ten Serum. Lymphe. 

Speichel und Urin sowie aus festen Geweben und Tumoren erhaltene Fluss.gke.ten umfassen. 

3 Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet. daB das hdm-2 durch Expression e.ner 

4.°v'lffa?r2rnacrAnsp^^^^^ 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet. daO die hdm-2.Fragmente die Aminosauren 
1-284.58-284 und 58-491 von hdm-2 umfassen. 
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5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 -4. dadurch gekennzeichnet. daB das Tragermaterial Mikrotiier 
platten. Rohrchen, Mikrokugein und Objekttrager umfaBt. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 -5. dadurch gekennzeichnet. daB die Antikorper (b) in der ersien 
Alternative und die Antikorper (c) in der zweiten Alternative mit einem Enzym markiert sind 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 -5. dadurch gekennzeichnet. daB die Antikorper (b) in der ersten 
Alternative und die Antikorper (c) in der zweiten Alternative mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert sind 
8 Verfahren nach emem der Anspruche 1 -5. dadurch gekennzeichnet. daB die Antikorper (b) in der ersten 
Alternative und die Antikorper (c) in der zweiten Alternative radioaktiv markiert sind 

9. Kit. enthaltend 

- Tragermaterial-gebundenes hdm-2 und/oder Tragermaterial-gebundene, Bindungsregionen fiir 
hdm-2-spe2if.sche Antikorper aufweisende Fragmente davon und markierte Antikbrper (b) nach An- 
spruch 1 sowie ub iche Waschpuffer und ggfs. ein der Markierung entsprechendes Substrat oder 

- Tragermaterial-gebundene hdm-2 und/oder Tragermaterial-gebundene. Bindungsregionen fur hdm- 
2-spezifische Antikorper aufweisende Fragmente davon und unmarkierte Antikorper (b) und markier- 
ihe^dSsSTstrat ^"'P'"'=^ ' "'"'^^'^ Waschpuffer und ggf. ein der Markierung entspre- 

10. hdm-2-Fragment mit Bindungsregion fur hdm-2-spezinschen Antikorper 

r^^*" Anspruch 10. dadurch gekennzeichnet. daB es die Aminosauren 1 -284. 58-284 und 
Do-4ifi von nam-2 umfaut. 

12. DNA-Sequenz eines hdm-2- Fragments nach Anspruch 10. 
13: DNA-Sequenz eines hdm-2- Fragments nach Anspruch 11. 

14. Verfahren zur Herstellung eines hdm.2-Fragments mit Bindungsregion fur hdm-2.spezinschen Antikor- 
per, be, dem man uber d,e Gesamtlange von hdm-2 verteilt Fragmente in Oblicher Weise konstruien, wobei 
jeweils.mindestens2.Fragmente einem 

r.iS!^''';^'" ^"^'^^^^ r^^g^eren laBt und den Oberlappenden. durch den Antikorper gebunSn ^^5 ^.^^.^ 
reicfc denufmert^und als emgarigs^ Fragment in ublicher Weise bereits^tellt sowie dieses g§ atr '^^^ 
Basis fur erne em. Oder mehrfacheWiederholungdesZyklusverwendet. ' ' aieses ggi. ais _ ^ ^ 
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ZEICHNUNGEN SEITE 2 Nummer: DE 43 39 533 A1 

Int C07K 16/00 

Otfen^Rngstag: 14. Juni 1995 



Figur 1 (Fortsetzung) 



Fragment 3: Aininosauresequenzen 58-491 



1 


GQYIMTKRLY 


DEKQQHIVYC 


SNDLLGDLFG 


VPSFSVKEHR 


KIYTMIYRNL 


51 


VWNQQESSD 


SGTSVSENRC 


HLEGGSDQKD 


LVQELQEEKP 


SSSHLVSRPS - - 


101 


TSSRRRAISE 


TEENSDELSG 


ERQRKRHKSD 


SISLSFDESL 


ALCVIREICC 


151, 




TP.SNPDLDAG VSEHSGDWLp QDSVSpQFSV 


^FEVESLDSE „^ 


201 


DYSLSEEGQE 


LSDEDDEVYQ 


VTVYQAGESD 


TDSFEEDPEI 


SLADYWKCTS 


251 


CNEMNPPLPS 


HCNRCWALRE 


NWLPEDKGKD 


KGEISEKAKL 


ENSTQAEEGF 


301 


DVPDCKKTIV 


NDSRESCVEE 


NDDKITQASQ 


SQESEDYSQP 


STSSSIIYSS 


351 


QEDVKEFERE 


ETQDKEESVE 


SSLPLNAIEP 


CVICQGRPKN 


GCIVHGKTGH 


401 


LMACFTCAKK 


LKKRNKPCPV 


CRQPIQMIVL 


TYFP 
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2EICHNUNGEN SEITE 3 



Int. 

Offeniegungstag; 



DE43 39 5a3 A1 
C07K 16/00 

14. Juni 1995 



"'^^"'^ DNA-Sequenzen von hdm- ? -AKBR-Fraom^n 

Fragment 1: DNA-Seauenzen i /-a 

^*:^W"enzen 1-852 (=Ami nosa uresequenzen 1-2S4^ 



1 ATGTGCAATA CCAACATGTC TGTACCTACT GATGGTGCTG TAACCACCTC 

51 ACAGATTCCA GCTTCGGAAC AAGAGACCCT GGTTAGACCA AAGCCATTGC 

101 TTTTGAAGTT ATTAAAGTCT GTTGGTGCAC AAAAAGACAC TTATACTATG 

I 201 TGATGAGAAG CAACAACATA TTGTATATTG TTCAAATGAT CTTCTAGGAG 

^ ^r^N^v, a. x«_iv,xL.itiA AAGAGCACAG GAAAATATAT 

4- .-. - - 
I 



1 

i 

1 



301 


accatgStct-Acaggaactt 


GGTAGTAGTC 


AATCAGCAGG 


AATCATCGGA 


351 


CTCAGGTACA 


TCTGTGAGTG 


AGAACAGGTG 


TCACCTTGAA 


GGTGGGAGTG 


401 


ATCAAAAGGA 


CCTTGTACAA 


GAGCTTCAGG 


AAGAGAAACC 


TTCATCTTCA 


451 


CATTTGGTTT 


CTAGACCATC 


TACCTCATCT 


AGAAGGAGAG 


CAATTAGTGA 


501 


GACAGAAGAA 


AATTCAGATG 


AATTATCTGG 


TGAACGACAA 


AGAAAACGCC 


551 


ACAAATCTGA 


TAGTATTTCC 


CTTTCCTTTG 


ATGAAAGCCT 


GGCTCTGTGT 


601 


GTAATAAGGG 


AGATATGTTG 


TGAAAGAAGC 


AGTAGCAGTG 


AATCTACAGG 


651 


GACGCCATCG 


AATCCGGATC 


TTGATGCTGG 


TGTAAGTGAA 


CATTCAGGTG 


701 


ATTGGTTGGA 


TCAGGATTCA 


GTTTCAGATC 


AGTTTAGTGT 


AGAATTTGAA 


751 


GTTGAATCTC 


TCGACTCAGA 


AGATTATAGC 


CTTAGTGAAG 


AAGGACAAGA 


801 


ACTCTCAGAT 


GAAGATGATG 


AGGTATATCA 


AGTTACTGTG 


TATCAGGCAG 


851 


GG 
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ZEICHNUNGEN SEITE 4 Nummer: DE43 39 5a3A1 

Ini. Cl.s. C07K 16/00 

Offenlegungstag: 14. Junil995 



Figur 2 (Fortse tzung) 
Fragment 2: DNA-Sequenzen 1-68 1 (=Aminosauresequenzen 58-284) 



1 


GGCCAGTATA 


TTATGACTAA 


ACGATTATAT 


GATGAGAAGC 


AACAACATAT 


51 


TGTATATTGT 


TCAAATGATC 


TTCTAGGAGA 


TTTGTTTGGC 


GTGCCAAGCT 


101 


TCTCTGTGAA 


AGAGCACAGG 


AAAATATATA 


CCATGATCTA 


CAGGAACTTG 


151 


GTAGTAGTCA 


ATCAGCAGGA 


ATCATCGGAC 


TCAGGTACAT 


CTGTGAGTGA 


201 


GAACAGGTGT 


CACCTTGAAG 


GTGGGAGTGA 


TCAAAAGGAC 


CTTGTACAAG 


251 


AGCTTCAGGA. 


AGAGAAACCT 


TCATCTTCAC. 


ATTTGGTTTC 


TAGACCATCT 


301 


ACCTCATCTA 


GAAGGAGAGC 


AATTAGTGAG 


ACAGAAGAAA 


ATTCAGATGA 


351 


ATTATCTGGT 


GAACGACAAA 


GAAAACGCCA 


CAAATCTGAT 


AGTATTTCCC 


401 


TTTCCTTTGA 


TGAAAGCCTG 


GCTCTGTGTG 


TAATAAGGGA 


GATATGTTGT 


451 


GAAAGAAGCA 


GTAGCAGTGA 


ATCTACAGGG 


ACGCCATCGA 


ATCCGGATCT 


501 


TGATGCTGGT 


GTAAGTGAAC 


ATTCAGGTGA 


TTGGTTGGAT 


CAGGATTCAG 


551 


TTTCAGATCA 


GTTTAGTGTA 


GAATTTGAAG 


TTGAATCTCT 


CGACTCAGAA 


601 


GATTATAGCC 


TTAGTGAAGA 


AGGACAAGAA 


CTCTCAGATG 


AAGATGATGA 


651 


GGTATATCAA 


GTTACTGTGT 


ATCAGGCAGG 


G 
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